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(57) Abstract: The invention concerns 
a method for microscopic display of a 
three-dimensional object wherein the sample 
( 1) is displayed through an interferometer (2). 
Local probes (9) of nanometric dimensions 
are introduced in the sample (1). The invention 
also concerns a device for microscopic display 
of a three-dimensional object comprising an 
interferometer (2), a wide-spectrum source 
(5), a matrix sensor (6), means for forming 
the image of a thin edge of the object on the 
sensor through the interferometer (2), a unit for 
processing the image produced by the matrix 
sensor (6). The device comprises means for 
inserting local probes in the sample. 

(57) Abrege : La prSsente invention concerne 
un procCde de visualisation microscopique d'un 
objet tridimensionnel dans lequel rcchantillon 

(1) est visualise au travers d'un interfero metre 

(2) . Des sondes locales (9) de dimensions na- 
nomctriques sont introduces dans rcchantillon 
( 1). V invention concerne egalement un disposi- 
ng de visualisation microscopique d'un objet tri- 
dimensionnel comportant un interferometre (2), 
unc source a spectre large (5), un capteur matri- 

ciel (6), des moyens de formation de V image d'une mince tranche de 1' objet sur le capteur au travers de 1' interferometre (2), une 
unite de traitement de 1'image produite par le capteur matriciel (6). Le dispositif comporte des moyens d' introduction de sondes 
locales (9) dans rcchantillon. 
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Procede et dispositif de visualisation microscopique a sondes locales d'un objet 

tridimensionnel 

La presente invention conceme un procede et un dispositif de visualisation 
microscopique d'un objet tridimensionnel. 

Les techniques de microscopie en champ proche (STM - Scanning 
Tunneling Microscopy -Microscopie k effet tunnel; AFM- Atomic Force 
Microscopy - Microscopie k force atomique ; SNOM - Scanning Nearfield 
Optical Microscopy - Microscopie optique en champ proche) dont le principe 
consiste a balayer une pointe a la surface de l'echantillon, permettent d'obtenir 
des images avec une resolution superieure a celle de la microscopie optique 
classique. 

Ces techniques se sont developpdes rapidement au cours des derni&res 
annees mais ne sont applicables qu'a 1'etude de surfaces. 

Le but de la pr&ente invention est la realisation d'images 
tridimensionnelles permettant done une visualisation de l'interieur d'un 
6chantillon avec une definition egalement superieure a celle permise par la 
microscopie optique classique. 

Une telle visualisation tridimensionnelle offiant une resolution 
nanometrique pourra recevoir de nombreuses applications. 

De maniere generate, elle permet le suivi de sondes locales incluses dans 
des structures. 

Dans certains cas, cette visualisation consiste eri la representation d'une 
tranche, limitee en profondeur, de l'echantillon. Dans d'autres cas, le cumul des 
informations contenues dans plusieurs tranches permet d'obtenir des 
visualisations tridimensionnelles globales, par exemple en perspective. 

Differentes applications de cette visualisation de sondes locales sont 
possibles. 

Les sondes peuvent etre animees de mouvements limites au sein d'une 
structure. 

L'analyse des positions des sondes, de leur repartition statistique, permet 
d'acquerir des connaissances sur la structure, par exemple sur des parois limitant 
les mouvements des sondes. 

Ainsi, les procede et dispositif de visualisation objets de la presente 
invention permettent de r6aliser des images detaillees du volume interstitiel. 
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Cette rn&hode permet encore l'exploration de la structure d'61ements 
physiologiques tels que des cellules comme les neurones, de decrire le contact 
entre deux grains solides et de suivre leur Evolution, de suivre la diffusion 
dynamique d' elements dans une matiere molle ou encore de r6aliser des mesures 
5 de temperature de structures complexes comme les composants electroniques de 
puissance. 

Lorsque les sondes sont fixees, l'dtude de leurs positions et de 1'evolution 
eventuelle de ces positions permet de mieux connaitre le milieu dans lequel elles 
sont fixees et les eventuels parametres ext6rieurs auxquels elles sont soumises. 

En particulier, elle pourra etre appliqu6e a la visualisation d'un gel 
colloidal dont il sera possible d'acqu£rir une connaissance precise du 
comporternent, par exemple lorsqu'il est soumis a une deformation homogene. 

On pourra de cette maniere etudier la structure de suspension de silice 
flocul£e. En effet, par floculation puis concentration, il est possible de realiser 
des agr6gats de silice tres reguliers et peu denses, composes de spheres de 50 nm 
de diamfetre environ. 

A cet effet, l'invention concerne un proc£d£ de visualisation 
microscopique d'un objet tridimensionnel dans lequel Techantillon est visualise 
au travers d'un interferometre. 

Selon Tinvention, des sondes locales de dimensions nanometriques sont 
introduites dans Fechantillon. 

Les sondes sont en grand nombre, on en trouve gen6ralement de 100 a 
plusieurs milliers dans le champ observe. 

On a vu que ces sondes locales ou particules peuvent etre anim6es d'un 
mouvement dont Panalyse au cours du temps permet la realisation d'images 
caracteristiques de l'objet, Ce mouvement peut etre le mouvement brownien ou il 
peut 6tre genere en agissant sur les sondes, par exemple par effet niagn&ique ou 
61ectrique. 

Les sondes sont de dimensions nanometriques, c'est-a-dire generalement 
inferievires a 200 nanometres. Elles doivent diffuser la lumiere. Ainsi, des sondes 
m6talliques renvoyant une proportion importante de la lumiere qu' elles refoivent 
dans la direction oppos6e donnent de bons r£sultats. 

Dans differents modes de realisation pr6f6rds presentant chacun leurs 
avantages specifiques et susceptibles d'gtre combines ensemble : 

- les sondes locales sont des billes, 

- les sondes locales sont metalliques. 



# 



WO 03/060588 PCT7FR03/00029 

3 

- 1' interferometre est un interferonietre de Michelson, 

- l'interferometre est un interferometre de Linnik, 

- l'interferometre est un interferometre de Mirau, 

- rinterferometre comporte une source a spectre large, 

5 On appelle ici - source a spectre large - une source ayant une longueur de 

coherence de l'ordre d'un micrometre. 

- la source delivre des impulsions lumineuses breves, 

- des moyens optiques forment Timage d'une mince tranche de Pobjet sur 
un detecteur matriciel au travers de rinterferometre. 

10 L'epaisseur de la tranche visualisee est de l'ordre de grandeur de la 

longueur de coherence de la source. 

L 5 invention concerne egalement un dispositif de visualisation 
microscopique d'un objet tridimensionnel comportant : 

- un interferometre, 

15 - une source a spectre large, 

- un capteur matriciel, 

- des moyens de formation de l'image d'une mince tranche de l'objet sur le 
capteur au travers de rinterferometre, 

- une unite de traitement de T image produite par le capteur matriciel. 

20 Selon l'invention, le dispositif comporte des moyens d' introduction de 

sondes locales dans l'echantillon. 

La source lumineuse est avantageusement une source impulsionnelle qui 
permet de figer le mouvement eventuel des sondes. 

Un mode de realisation particulier de V invention sera decrit en detail en 
25 reference aux dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 est une representation du dispositif de l'invention ; 

- la figure 2 est une representation de la repartition de l'energie re9ue 
permettant la localisation d'une sonde en profondeur ; 

- la figure 3 est une representation schematique permettant de preciser la 
30 localisation laterale des sondes. 

Sur la figure 1, l'echantillon a ete represente en perspective et designe 
sous la reference la par rapport aux reperes x, y, z puis vu de c6te la reference 1 
par rapport au plan xz. 

L' interferometre 2 est un interferometre de Michelson compose d'une 
35 lame semi-transparente 3, d'un miroir de reference 4, d'une source lumineuse 5 et 
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(fun capteur bidimensionnel 6 d£finissant deux bras : le bras de mesure 7 et le 
bras' de reference 8. 

Selon T invention, les sondes locales 9 ou billes sont introduces dans 
Fdchantillon. II s'agit de particules de dimensions nanometriques dont la 
dimension moyenne est inferieure a 200 nm, de preference comprise entre 20 et 
200 nm. 

Ces sondes sont nombreuses, g6neralement de plusieurs milliers et au 
moins d'une centaine dans le champ observe. 

Le voxel etant Funite de volume de Fobjet resolu, on obtient de bons 
resultats lorsque les sondes sont en nombre suffisant pour qu'elles soient 
reparties dans le volume observe, mais aussi suffisamment faible pour qu'en 
general, une sonde au plus soit pr£sente dans un voxel. 

Les sondes sont dans un milieu tel qu'un liquide, un gaz ou un gel. Ce 
milieu doit etre transparent aux longueurs d'onde d' observation. 

Ces sondes 9 sont de preference des billes metalliques, avantageusement 
en or ou en argent. 

Elles sont anim^es d'lm mouvement brownien tout en etant contenues a 
Tinterieur d'un volume 10. 

La source de lurni&re 5 est avantageusement une source large 
impulsionnelle. La largeur ou la longueur de coherence de la source determine, 
entre autres, la resolution en profondeur. Une source impulsionnelle permet de 
figer le mouvement eventuel des sondes 9. 

Le dispositif permet ainsi d'acquerir, a un instant donne, la position de 
chacune des sondes a Tinterieur de Fechantillon. 

En effet, Fimage re9ue par le capteur bidimensionnel 6, de preference une 
camera CCD (Charge Coupled Device) ou CMOS, fournit pour chaque sonde une 
image dont le positionnement dans le plan xy du capteur 6 est repr6sente sur les 
figures 3, 3B et 3C. A ce jour, des d6tecteurs ayant 1000 x 1000 pixels sont 
courants. 

La figure 3 represente les images de chacune des sondes par rapport au 
contour 10 de l'6chantillon, la figure 3B est une representation agrandie de l'une 
de ces images dont la position centrale est obtenue par traitement et ensuite 
positionnee dans le plan xy tel que repr&sente sur la figure 3C. 

La definition obtenue dans le plan xy depend de la definition du capteur 6 
et du traitement numerique effectue par Tunite de traitement 1 1 pour obtenir la 
position centrale de chacune des sondes. 
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Le positionnement en profondeur est obtenu par les techniques 
interferornetriques et represents sur la figure 2. Le champ de mesure en 
profondeur est determine par la longueur de coherence de la lumiere 5 qui est 
avantageusement faible. 

Cette profondeur de champ est elle-meme divisible par analyse de la 
phase, chacune des sondes 9 produisant une image de couleur differente selon sa 
position a Pinterieur du champ. Par ailleurs, il est possible de faire varier les 
positions relatives de Pechantillon et du iniroir de reference, modifiant ainsi la 
position du champ, en profondeur, a Pinterieur de rechantillon. 

II est done ainsi possible d'obtenir a chaque instant la visualisation 
tridimensionnelle des sondes a Pinterieur de rechantillon. Le cumul de ces 
informations variant en raison du mouvement brownien auquel sont soumises les 
sondes, pennet d'obtenir par Punite de traitement, le contour 10 tridimensionnel 
de Pechantillon. 

La profondeur de champ est classiquement de Pordre de 1 micron et Pon 
obtient, par analyse de la phase, une localisation des sondes dans Pespace avec 
une resolution de Pordre d'une dizaine de nanometres dans chacune des 
directions. De maniere analogue, P6chantillonnage des taches de diffraction 
pennet le reperage de leurs centres, caracteristiques des positions des sondes avec 
une precision amelior£e. Les techniques interferometriques mises en jeu 
permettent la visualisation de sondes de quelques dizaines de nanometres de 
diametre qui presentent P equivalent d'un coefficient de reflexion d' environ 10' 5 
pour les longueurs d'onde visibles. 

Differents types d' interferometre pourront 6tre utilises alors que la 
description faite plus haut met en oeuvre un interferometre de Michelson, il est 
egalement possible d'utiliser un interferometre de Linnik ou un interferometre de 
Mirau. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de visualisation microscopique d'un objet tridimensionnel dans 
lequel Techantillon (1) est visualise au travers d'un interferometre (2), 

5 caracterise en ce que des sondes locales (9) de dimensions nanometriques 

sont introduces dans l'echantillon (1). 

2. Procede de visualisation microscopique d'un objet tridimensionnel selon 
la revendication 1, caracterise en ce que les sondes locales (9) sont des billes. 

3. Procede de visualisation microscopique d'un objet tridimensionnel selon 
10 la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que les sondes locales (9) sont 

metalliques. 

4. Procede de visualisation microscopique d'un objet tridimensionnel selon 
Tune quelconque des revendications 1 & 3, caracterise en ce que 1' interferometre 
(2) est un interferometre de Michelson. 

15 5. Procede de visualisation microscopique d'un objet tridimensionnel selon 

Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que l'interf6rom6tre 
(2) est un interferometre de Linnik. 

6. Procede de visualisation microscopique d'un objet tridimensionnel selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que I s interferometre 

2 o (2) est un interferometre de Mirau. 

7. Procede de visualisation microscopique d'un objet tridimensionnel selon 
Tune quelconque des revendications 4 a 6, caracterise en ce que 1' interferometre 
(2) comporte une source a spectre large (5). 

8. Procede de visualisation microscopique d'un objet tridimensionnel selon 
25 la revendication 7 9 caracterise en ce que la source (5) delivre des impulsions 

lumineuses breves. 

9. Procede de visualisation microscopique d'un objet tridimensionnel selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce que des moyens 
optiques ferment l'image d'une mince tranche de l'objet sur un detecteur 

30 matriciei (6) au travers de 1' interferometre (2). 

10. Dispositif de visualisation microscopique d'un objet tridimensionnel 
comportant : 

- un interferometre (2), 

- une source a spectre large (5), 
35 - un capteur matriciei (6), 
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- des moyens de formation de l'image d'une mince tranche de l'objet sur le 
capteur (6) au travers de Tinterferometre (2), 

- une unite de traitement de l'image produite par le capteur matriciel (6), 
caracterise en ce qu'il comporte des moyens d' introduction de sondes 

5 locales (9) dans Pechantillon. 
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